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L» invention a pour objjet tin procSdS t im j u de r6actifs 
pour 1 dosage d l'acid urique dans des liquides biologiques 
principalement, mais non exclusivement, le sang. 

On salt dej& doser l'acide urique dans ie sang en utili- 
5 sant -une premiere enzyme, l f uricase, qui oxyde ep6cifiqu m nt 
l'acide urique puis une seconde enzyme, la catalase qui favorise 
la transformation en aldehyde formique du methanol provenant 
de la premldre reaction. Ensuite, on procede au dosage d l 1 al- 
dehyde formique. Oeci se fait de diff ^rentes famous dont l'un 
10 consists a utiliser la reaction de HANTZCH. Celle~ci n6cessit 
une quantity de serum de deux fois 0,2 ml et demande une dur£e 
de 70 anu 

D'autre part, lee r^actifs classiques que l f on emploie ne 
se conservent pas facilement; il est done habitual de lea pr6- 
15 parer au moment de s'en servir. 

Le but principal de 1* invention est d'apporter un procede 
de dosage de l'acide urique dans les liquides biologiques four- 
nissant, apres la dernidre reaction, une solution finale aqueus 
color^e dont la density optique est facile me nt mesurable par 
20 colorim6trie* 

TTn autre but important de 1* invention est d'apporter des 
r^actifs choisis et conditionals de fa<;on telle qu'ils se 
conservent pendant de longues p£riodes sans precautions rigou- 
reuses* 

25 On atteint ces buts, selon l 1 invention, de la maniere que 

l'on va ddcrire maintenant. 

En appli quant le procede de 1* invention, on met Bimultane- 
ment en presence le liquide soumis au dosage et une solution 
contenant de I'uricase et de la catalase en quantit£s d6fini s, 

30 du methanol exempt d f aldehydes, en presence d'une solution 
tampon de pH 8. 

L'uricase oxyde specif iquement l'acide urique et donne de 
1 1 allantoSne , du gaz carbonique et de l 9 eau oxyg£n£e. Cett 
demidre, en presence de la catalase, oxyde le methanol en 

35 dormant du formaldehyde et de l'eau. 

Ces reactions etant terminees, on ajoute une solution 
definie d'hydrazone de la 3-methylbenzothiazoline-2-one , en 
abrege HMBT, dans une solution tampon de pH 3 ± 0,05* Le formal- 
dehyde st alors cond ns6 avec la HMBT. 

40 On ajoute enauit une solution de chlorure ferrique dans 
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1* acide clilorhydrique. II en result qu 1 deriv6 obt mi par 
la reaction pr6c6dente est oxyde Par lea ions ferriques et 
donne un colorant bleu. 

Le pH de ces deux reactions a une importance fondamentale 
5 pour la specificity du dosage* 

Avec un appareil classique de colorim6trie tel qu'un 
spectrophotometre ou un pbotocolorimetre & filtre, on lvalue 
1' intensity de cette couleur en la comparant a celle d'une 
solution £talon & teneur initiale connue en acide urique que 
10 l'on traite comme ci— dessus ou & une courbe de r££6rence 6ta- 
blie a partir de dilutions appropri^es dans 1'eau distill£e de 
la solution e talon. Le proc6d6 que l f on vient de d6crire est 
mis en oeuvre, a vantage us ement , avec ^es reactifs suivants dont 
on indique ci-dessous la composition. 
15 R6actif 1 : 

On melange dans l'ordre indiquS : 

- Methanol exempt d* aldehydes 0,4 ml 

- Solution tampon tris 0,2 H pH 8 19 f 6 ml 

- Catalase (exempte d'uricase) 90.000 TJI (unites 
2o Internationales ) 

- Uricase 2,5 TJI ou 420 

unites Praetorius. 

- eau distill£e, quantity sufTisante pour 25 ml 
R6actif 2 : 

M8me composition que ci-dessus mais absence d f uricase. 
25 R6actif 3 t 

- HMBT, chlorhydrate 0,2 g pour 100 ml d'une solution 
tampon glycocolle-acide cblorhydrique 0,5 M pH 3 + 0,05* 
R6actif 4- : 

~ Ohio rare ferrique (Cl^Fe, 6H 2 0) 0,8 g pour 100 ml d'une 
30 solution d 1 acide cblorhydrique 0,01 

Le reactif 4 est stable ind^finiment a la temperature 
ordinaire* 

Le r^ act if 3 est stable jusqu'a une dur£e d 'un an quand 
il est conserve & +4°C # 
35 Les r^actifs 1 et 2 sont stables pendant deux semaines 

seulement environ, quand ils sont conserves a +4°C« 

Afin d*6liminer cet inconvenient, il est pr6vu selon 
l 1 invention d soumettre les r6actifs 1 et 2 a un traitement de 
lyophilisation et d les livrer aux utilisateurs a l'6tat solid , 
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n ampoul s ou n flacons scell^s. Ainsi, k +4°C leur duree de 
cons rvation st a peu prfes infini . Au moment de l , emploi t n 
diss out le produit solide dans une quantity appropri^e d f une so- 
lution de methanol a 2 % et on obtient le reactif en solution 
5 pouvsnt encore 8tre conserve pendant deux semaines a +4°C. 

La composition des reactif s 1 et 2 determine par 1 'invention 
rend possible leur presentation finale sous une forme seche se 
conservant ais6ment apr&s un unique traitement de lyophilisstion. 
De plus, chacun d*eux constitue tin unique produit facile k met- 
10 tre en solution et dormant rapidement un reactif liquide complet 
a composition strict ement d6termin6e et £quilibr6e. 

Un autre avantage appreciable de l f invention d6coule de 
l f usage du reactif 3 qui permet d'obtenir un milieu r^actionnel 
final limpide. 

15 Pour obtenir une solution etalon d* acide urique on dissout 

50 mg d Y acide urique et 50 mg de benzoate de sodium dans 100 ml 
de tampon borate 0,2 M pH 8,5. 

On peut tracer une courbe de reference en traitant corame dit 
plus haut des dilutions appropri£es dans de l f eau distill£e de 
20 cette solution <§talon. 

Cette courbe doit Stre lin£aire jusqu f 4 une concentration 
approximative en acide urique de 100 mg/l au moins. S v il n'en 
est pas ainsi, il y a lieu de penser que les enzymes du reactif 1 
en particulier de l f uricase, ont une activity insuffisante. 
25 II est preferable a ce sujet d f utiliser de l'uricase ayant 

une activite specif ique de 0,1 UX/mg au moins et pour la cata- 
lyse de 4000 Ul/mg au moins. 

Pour eiiminer les erreurs dues k la coloration provenant d 
causes parasites autres que l v acide urique, on traite k la fois 
30 une fraction du liquide k doser avec le reactif n° 1 et une 

fraction appel^e t&noin avec le r6actif n° 2 depourvu d'uricase. 
Le processus opSratoire est le suivant : 

Dans des tubes a h^molyse, on introduit des solutions de 
la fa<jon suivante : 

35 TUBS 1 TUBE 2 

(liquide a doser) (temoin) 

liquide a doser 0,05 ml 

liquide 6talon 0,05 ml 

reactif 1 0,25 ml 

40 reactif 2 0,25 ml 
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On agit ,' on cnauffe au bain-marie a 37° C t apres 10 
minutes, on ajout : 

Heactif 3 °» 4 °« 4 nl 

On agite, on laisse sojourner a 37°0 pendant cinq minutes , 
5 dans les tubes ou le liquide a doser n^st pas du serum on 
introduit 0,05 ml d , un serum normal parfaitement limpJ.de, on 
agite et aussitfit apres, on ajoute s 

Heactif 4 0,4 ml 0,4 ml 

On agite, on laisse se;Journer a 37°0 pendant 10 minutes, 
10 on retire du bain-marie et on ajoute 

Eau distillee 2 ml 2 ml 

On agite et on mesure la densit6 optique de la coloration 
de chaque tube a une longueur d'onde de 630 nm. On lvalue la 
concentration en acide urique du liquide sounds au dosage en se 
15 report ant a une courbe d»6talonnage 6tablie a partir de dilu- 
tions appropriees dans l'eau distillee de la solution frtalon 
decrite plus haut. Par exemple, pour une concentration de 50mg/l 
d» acide urique dans le serum, la deneite optique de la solution 
finale ay ant un volume de 3 ml est de l'ordre de 0,25 pour un 
20 trajjet optique de 1 cm. 

Les corps entrant dans la composition des reactifs doivent 
gtre aussi purs que possible, de la quality pour analyses, par 
exemple de la societe" am6ricaine MERCK. 

Les proportions relatives indiquees sont celles qui sont 
25 preferablesj bien entendu, elles pourraient gtre modifiers dans 
certaines limites. II pourrait en resulter un cnangement des 
temps de reaction. Par exemple, une plus faible teneur en uricase 
entrainerait un accroissement du temps de reaction de celle-ci. 
On notera que le procede de 1' invention ne demande que 
30 deux fois 0,05 ml de serum et que sa mise en oeuvre ne dure que 
20 mn. II a done l'avantage d'etre parti culierement sensible, 
rapide, applicable aux liquides biologiques et permettant une 
evaluation pbotometrique dans le spectre visible. De plus, sa 
mise en oeuvre se fait au moyen de reactifs pouvant Stre conser- 
35 ves longuement. 
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BEVENDICAJIONS 
1. Proc6d£ de dosag d l'acide uriqu dans les liquid s 
organiques faisant intervenir l'uricase et la catalase, carac- 
terise en ce qu'on met simultanement en presence le liquid 
soumis au dosage et une solution contenant a la fois de l'uri- 
case et de la catalase, du methanol exeunt d 9 aldehydes, en pre- 
sence d'une solution tampon de pE 8, puis on a J out e une solution 
definie d* hydras one de la 3-m6thylhenzothiazo±ine-2— one dans un 
solution tampon de pH 3 + 0*05$ ensuite on a J out e une solution 
de chlorure ferrique dans l'acide chlorhydrique et on obti nt 
une solution aqueuse coloree, on lvalue I 1 intensity de la col - 
ration et on en deduit la teneur en acide urique par comparais n 
& une solution etalon d 9 acide urique ou a une courbe de refe- 
rence* 

2* Precede selon la revendication 1 , caracterise en c 
qu*on effectue les reactions & une temperature de 37°C, en agi- 
tant et en laissant reposer pendant 5 & 10 minutes apr&s chaque 
ad J one t ion* 

3« Procede selon la revendication i, caracterise en c qu , 
lorsque le liquide soumis au dosage n'est pas du serum, on ajoute 
du serum normal parfaitement limpide juste avant la solution d 
chlorure ferrique. 

4* Jen de reactif s pour 1* application du procede selon la 
revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend : 

— un premier reactif ay ant la composition suivante x 

- methanol exempt d 1 aldehydes 0,4- ml 

- solution tampon tris 0,2 M pH 8 19,6 ml 

- catalase 90.000 unites 

international s 

- uricase 2,5 TEE ou 420 

unites Praeto- 
rius. 

- eau distiliee, quantite suffisante pour 25 ml 

— un second reactif ay ant la mSme composition que le 
premier a I 9 exception de l 9 uricase* 

— un troisidme reactif ay ant la composition suivante : 

- hydrazone de la 3*-methylhenzothiazoline-2-one, 0,2g 
pour 100 ml d'une solution tampon glycocolle-acide chlorhydriqu 
0,5 M pH 3 ± 0,05. 

— un quatridme reactif ay ant la composition suivant i 
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- cklorure f rrique 0,8 g pour 100 ml d'une solution 
d'acide chlorhydrique 0,01 N # 

5* Jeu de r£actifs selon la revendication 4- 9 caract€ris6 
en ce que le premier et le second r£actifs aont chacun una 
5 poudre seche obtenue apres un traitement de lyophilieation et 
conserv£e en recipient scel!6, susceptible d'etre dissoute au 
moment de l'emploi dans une quantity approprifie d*une solution 
de methanol* 
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